异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）是目前唯一可以治愈阵发性睡眠性血红蛋白尿症（PNH）的方法[@b1]。由于PNH患者往往病程较长，长期反复输血及接受激素、免疫抑制剂等治疗，移植难度较大，寻找HLA全相合的非血缘供者也存在很多困难。非血缘脐血因其来源丰富、获取方便、HLA配型要求低、污染率低等优点而成为另一干细胞理想来源。我们应用非血缘脐血移植（UCBT）治疗难治性PNH 1例，取得了理想的疗效，现报告如下。

病例资料 {#s1}
========

患者，男，31岁。2000年开始出现头晕、乏力，晨起尿色深黄，自诉几乎每日均有"酱油样小便"，当地医院行相关检查明确诊断为PNH，予糖皮质激素、雄激素及血制品输注等治疗，近2年输血频繁，每月需要输红细胞2\~4单位。因无HLA全相合的非血缘供者，为行UCBT于2014年5月第1次入住我院。入院后查体：体温36.7 °C，脉率87次／min，血压114/61 mmHg（1 mmHg=0.133 kPa）。面色苍白，巩膜轻度黄染，浅表淋巴结未及肿大，胸骨无压痛，双肺呼吸音清，未闻及明显干湿性啰音。心率87次／min，律齐，各瓣膜听诊区未闻及病理性杂音。腹平软，肝肋缘下未及，脾肋缘下2 cm，质地韧，无压痛，双下肢无水肿。血常规：WBC 5.7×10^9^/L，HGB 66 g/L，PLT 111×10^9^/L，网织红细胞占0.178。生化检查：总胆红素54.3 µmol/L，直接胆红素9.8 µmol/L，间接胆红素44.5 µmol/L, ALT 20 U/L, AST 178 U/L, LDH 4 007 U/L。流式细胞术检测外周血红细胞CD55^+^细胞率90.2%、CD59^+^细胞率68.9%；粒细胞CD55^+^细胞率96.7%，CD59^+^细胞率42.4%。尿Rous试验（＋）；直接和间接Coombs试验均阴性。超声心动图：①左心增大；②二尖瓣返流（轻中度）；③肺动脉高压（中度）伴三尖瓣返流（少量）。骨髓细胞形态学为溶血性贫血骨髓象。明确诊断为PNH（经典型），血红蛋白尿分级为频发。

移植预处理方案[@b2]：全身照射（TBI）3 Gy，每日2次，−7\~−6 d；阿糖胞苷（Ara-C）2.0 g/m^2^，12 h 1次，−5\~−4 d；环磷酰胺（CY) 60 mg/kg，每日1次，−3\~−2 d。

移植物抗宿主病（GVHD）预防：环孢素（CsA）和短程霉酚酸酯（MMF）联合方案，自−1 d开始予以CsA 2.5 mg·kg^−1^·d^−1^持续静脉给药，根据CsA血药浓度（250～300 µg/L）调整CsA用量，+30 d左右改为口服给药，+60～＋180 d逐渐减量至停用。MMF 25 mg/kg口服，+1 d开始，2个月内逐渐减停。

移植物情况：HLA低分辨6/6个位点全相合脐血1份，脐血供者为男性，与受者ABO血型主要不合（供者B^+^型，受者O^+^型）。2014年5月21日（移植日）输注脐血复苏后总有核细胞数（TNC）为2.3×10^7^/kg，CD34^+^细胞1.84×10^5^/kg。+6 d开始给予G-CSF 5 µg·kg^−1^·d^−1^，移植期间均输注辐照的血制品。

造血重建情况：+21 d中性粒细胞（ANC）\>0.5×10^9^/L，+80 d PLT \>20×10^9^/L。+30 d骨髓细胞学检查未见明显异常。植入证据：+21 d、+28 d、移植后3个月和6个月供受者嵌合体检测（STR-PCR方法）结果显示100％供者型；+54 d ABO血型测定为B^+^型（供者型）。移植期间共输注洗涤红细胞16单位，血小板13单位。至今移植后8个月余，患者一般情况良好，无溶血发作，红细胞、粒细胞CD55、CD59正常，肝、肾功能均正常。2015年1月26日血常规：WBC 6.58×10^9^/L，ANC 2.34×10^9^/L，HGB 101.3 g/L，PLT 83×10^9^/L。

移植相关并发症：+3 d出现发热，最高体温38.2 °C，发热前伴畏寒、寒战，C-反应蛋白升高，虽血培养阴性，因患者处于粒细胞缺乏期，予以亚胺培南西司他汀联合阿米卡星治疗后体温逐渐恢复正常。+9 d患者再次出现发热，体温38.4 °C，伴面红、皮疹，诊断植入前综合征（pre-engraftment syndrome，PES），予以甲泼尼龙（MP) 0.5 mg·kg^−1^·d^−1^应用后症状控制，MP逐渐减量至停用。+30 d患者出现尿频、尿急和尿痛，尿常规提示镜下血尿，尿检多瘤病毒（BK）-DNA阳性，诊断出血性膀胱炎（Ⅰ度），对症处理后症状消失。移植后65 d四肢散在红色皮疹，考虑急性GVHD皮肤Ⅰ度，加用MP 8 mg/d，皮疹消退，无慢性GVHD发生。无CMV血症和肝静脉阻塞病发生。

讨论及文献复习 {#s2}
==============

allo-HSCT治疗PNH的机制是清除PNH克隆，提供正常造血干细胞，以重建造血系统[@b3]。然而对于allo-HSCT治疗PNH仍需要解决以下三个问题：①PNH患者移植时机的选择；②造血干细胞来源的选择；③移植预处理方案的选择。

首先，PNH患者选择allo-HSCT最合适的时机。PNH诊断和治疗中国专家共识[@b1]中提出：allo-HSCT治疗一般限于那些难治性、耐肾上腺皮质激素或有激素禁忌证的PNH患者，有HLA相合的同胞供者，且满足以下条件：①合并骨髓衰竭；②难治性PNH，输血依赖性溶血性贫血；③反复出现危及生命的血栓栓塞事件。目前，上述情况均可通过补体蛋白C5单抗得以全部或部分控制，故最合适的移植适应证目前仍无定论。Peffault de Latour等[@b4]对1978至2007年来自83个移植中心的211例进行移植的PNH患者和1950至2005年来自法国92个中心402例未行移植的PNH患者比较研究发现，移植患者5年的总生存（OS）率为68%，进一步分层分析发现，反复发作溶血的PNH患者5年的OS率为86%，PNH-AA患者为69%，合并血栓栓塞（TE）的PNH患者5年的OS率最低，为54%，三组之间差异有统计学意义（*P*=0.03）。同时，该研究比较了合并TE的PNH患者移植与非移植组的疗效，非移植患者的OS率明显高于应用移植治疗的患者（*P*=0.007）。因此，该研究提出，在Eeulizumab（重组人源型抗补体蛋白C5单克隆抗体）可应用的情况下，allo-HSCT不再作为合并TE的PNH患者标准的治疗方案。对于反复发作溶血的PNH患者而言，allo-HSCT疗效确切，故在无Eeulizumab的国家，仍可作为有价值的治疗选择。对于本例患者而言，病程较长，反复发作溶血，无TE的发生，应用常规治疗效果不佳，具有allo-HSCT的适应证。

其次，关于造血干细胞来源的选择。与治疗其他疾病选择原则相同，allo-HSCT的造血干细胞来源首选HLA全相合的同胞供者。有学者认为，PNH患者非亲缘供者移植后死亡率明显高于亲缘供者移植。但是，Peffault de Latour等[@b4]的大宗病例研究报道中指出，亲缘供者与非亲缘供者移植的总OS率差异无统计学意义。因此，反复发作溶血的PNH患者可以在不考虑供者的情况下选择allo-HSCT。目前国内外关于UCBT治疗PNH报道极少。对于无条件进行HLA全相合移植的患者而言，UCBT因诸多优点可成为理想的选择。本例患者系独生子女，未查找到HLA全相合的非血缘供者，经患者及家属同意，本中心为其寻找到了HLA低分辨6/6个位点全相合且脐血TNC和CD34^+^细胞数均较合适的脐血1份进行移植，中性粒细胞及血小板均获得植入。

正确选择移植预处理方案是移植成功的关键。其预处理方案分为清髓性、减低强度及非清髓性三种方式。PNH为良性克隆性疾病，与恶性疾病不同，因此既可选择清髓性预处理，亦可选择减低强度或非清髓性预处理。目前对于PNH应该选择何种预处理方案尚无定论。一般而言，清髓性预处理强度大，移植相关风险较大，移植并发症亦较多，但复发率低，可适用于无严重并发症的年轻患者；如患者先前有严重的危及生命的并发症，则应考虑非清髓性或减低强度预处理[@b5]。意大利学者Santarone等[@b6]回顾性分析了1988至2006年26例接受allo-HSCT的PNH患者，其中HLA全相合供者23例，HLA不全相合供者3例。在这23例接受HLA全相合供者的患者中，接受清髓性预处理15例，减低强度预处理8例。接受清髓性预处理患者1年移植相关死亡（TRM）率为26%，10年OS率为65%，而减低强度预处理患者1年TRM率为50%，10年OS率为46.9%。差异无统计学意义（*P*=0.310），说明清髓性预处理TRM率并不高于减低强度预处理。Saso等[@b7]回顾性分析了1978至1995年国际骨髓移植登记处（IBMTR）登记的31个移植中心57例接受骨髓移植的PNH患者，其中HLA全相合供者48例，该48例患者2年总生存率为56%。研究结果表明，导致治疗失败的最常见原因为植入失败（graft failure，GF）和感染。该组患者GF率高达17%。因此，如何提高植入率及防控感染至关重要。本例患者系年轻患者，无重要脏器合并症，为了更好地获得植入，我们选择了强化清髓的预处理方案（TBI/Ara-C/CY），结果显示，非血缘脐血获得了很好的植入。同时，该患者的移植相关并发症少，程度轻，这与并发症的正确诊断及处理及时息息相关。

因此，对于反复发作溶血的PNH患者，如无HLA全相合的同胞及非血缘供者，无重要脏器合并症，可以选择采用强化清髓预处理的UCBT。
